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HPLC	
  parameters	
  
Column:	
  Phenomenex	
  Luna	
  C8	
  (2)	
  reverse	
  
phase,	
  2.1	
  mm	
  x	
  100	
  mm,	
  5	
  µm	
  parGcles	
  
Column	
  temperature:	
  40°C	
  
Sample	
  temperature:	
  4°C	
  
InjecGon	
  volume:	
  10	
  µL	
  
Mobile	
  phase	
  A:	
  water,	
  2	
  mM	
  ammonium	
  
formate,	
  50	
  mM	
  formic	
  acid	
  
Mobile	
  phase	
  B:	
  95%	
  acetonitrile/5%	
  water,	
  2	
  
mM	
  ammonium	
  formate,	
  50	
  mM	
  formic	
  acid	
  
Flow	
  rate:	
  0.4	
  mL/min	
  
Run	
  Gme:	
  17	
  min	
  
	
  
Gradient:	
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MS/MS	
  parameters	
  	
  
MS/MS	
  system:	
  ABSciex	
  QTRAP	
  5500	
  	
  
Ion	
  source:	
  Turbo	
  Spray	
  
IonizaGon:	
  electrospray	
  ionizaGon,	
  posiGve	
  ion	
  
mode	
  
Scan	
  type:	
  mulGple-­‐reacGon	
  monitoring	
  
Curtain	
  gas	
  flow	
  rate:	
  20	
  (arbitrary	
  units)	
  	
  
Collision-­‐acGvated	
  dissociaGon:	
  medium	
  
Source	
  temperature:	
  650oC	
  
Gas	
  1	
  flow	
  rate:	
  40	
  (arbitrary	
  units)	
  	
  
Gas	
  2	
  flow	
  rate:	
  60	
  (arbitrary	
  units)	
  	
  
Ion	
  spray	
  voltage:	
  +4500	
  V	
  
Exit	
  potenGal:	
  +6	
  V	
  	
  
Declustering	
  potenGal:	
  -­‐+81	
  V	
  
Entrance	
  potenGal:	
  +4.5	
  V	
  
ResoluGon	
  Q1:	
  Unit	
  	
  
ResoluGon	
  Q3:	
  Unit	
  
MRM	
  Period	
  1:	
  0-­‐9	
  min;	
  493	
  scans	
  per	
  period	
  
Total	
  scan	
  Gme:	
  0.29	
  sec	
  per	
  scan	
  





Calibra3on	
  method	
  
A	
  quadraGc	
  natural-­‐log	
  normalized	
  calibraGon	
  
curve	
  (curve	
  type	
  Wagner),	
  containing	
  a	
  
minimum	
  of	
  6	
  points,	
  is	
  created	
  for	
  each	
  target	
  
analyte.	
  The	
  equaGon	
  used	
  is	
  as	
  follows:	
  
	
  	
  
ln	
  y	
  =	
  a2(ln	
  x)2	
  +	
  a1(ln	
  x)	
  +	
  a0	
  
	
  	
  
The	
  concentraGons	
  of	
  the	
  analytes	
  (ng/g)	
  in	
  
the	
  samples	
  are	
  calculated	
  based	
  on	
  the	
  LC-­‐
MS/MS	
  calibraGon	
  standards	
  for	
  response	
  
factor	
  calibraGon	
  curves.	
  
	
  	
  









Batch	
  MH3294	
  AZAs	
  

analyzed	
  1/14/2016	
  

Measured	
  concentra3ons	
  

AZA3	
   AZA1	
   AZA2	
  

sample	
  #	
   sample	
   µg/100	
  g	
  Gssue	
   µg/100	
  g	
  Gssue	
   µg/100	
  g	
  Gssue	
  

138-­‐1	
   WDOH	
  low	
  mussel	
   <1.0	
   <1.00	
   <0.94	
  

138-­‐2	
   WDOH	
  low	
  mussel	
   <1.1	
   <1.00	
   <1.00	
  

138-­‐3	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   3.0	
   2.8	
   2.4	
  

138-­‐4	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   2.4	
   2.2	
   1.9	
  

138-­‐5	
   field	
  sample	
   <1.00	
   <1.00	
   <1.00	
  

138-­‐6	
   field	
  sample	
   <1.00	
   <1.00	
   <1.00	
  

%	
  recovery	
  of	
  spiked	
  samples	
  

sample	
  #	
   sample	
   AZA3	
   AZA1	
   AZA2	
  
138-­‐3	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   91%	
   84%	
   77%	
  
138-­‐4	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   74%	
   69%	
   63%	
  



Batch	
  MH3295	
  AZAs	
  

analyzed	
  1/15/2016	
  

Measured	
  concentra3ons	
  

AZA3	
   AZA1	
   AZA2	
  

sample	
  #	
   sample	
  
µg/100	
  g	
  Gssue	
   µg/100	
  g	
  Gssue	
   µg/100	
  g	
  

Gssue	
  
138-­‐7	
   blank	
  mussel	
   <1.0	
   <1.0	
   <0.95	
  

138-­‐8	
   blank	
  mussel	
   <1.0	
   <1.0	
   <0.97	
  

138-­‐9	
   blank	
  mussel	
   <1.1	
   <1.0	
   <0.97	
  

138-­‐10	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   2.6	
   2.3	
   1.8	
  

138-­‐11	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   2.5	
   2.2	
   1.7	
  

138-­‐12	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   2.2	
   2.0	
   1.7	
  

138-­‐13	
   solvent	
  blank	
   <1.0	
   <1.0	
   <0.97	
  

138-­‐14	
   spiked	
  solvent	
  blank	
   2.3	
   2.2	
   1.9	
  
138-­‐7	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   2.7	
   2.5	
   1.9	
  
138-­‐8	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   2.7	
   2.4	
   2.0	
  
138-­‐9	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   2.3	
   2.1	
   1.6	
  
138-­‐13	
  PS	
   solvent	
  blank	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   2.4	
   2.5	
   2.0	
  

%	
  recovery	
  of	
  spiked	
  samples	
  

sample	
  #	
   sample	
   AZA3	
   AZA1	
   AZA2	
  
138-­‐10	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   76%	
   69%	
   57%	
  
138-­‐11	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   80%	
   72%	
   60%	
  

138-­‐12	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   77%	
   72%	
   64%	
  

138-­‐7	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   89%	
   82%	
   67%	
  

138-­‐8	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   86%	
   78%	
   68%	
  

138-­‐9	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   75%	
   67%	
   56%	
  

138-­‐14	
   spiked	
  solvent	
  blank	
   75%	
   71%	
   66%	
  

138-­‐13	
  PS	
   solvent	
  blank	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   77%	
   80%	
   69%	
  



AZA	
  LC/MSMS	
  Matrix	
  Effects	
  Test	
  1	
  	
  	
  

Analyzed	
  1/22/2016	
  

%	
  extract	
   AZA	
  3	
   AZA	
  3	
   AZA1	
   AZA1	
   AZA	
  2	
   AZA	
  2	
  

Sample	
   Type	
   by	
  volume	
   actual	
  ng/mL	
  %	
  Accuracy	
   actual	
  ng/mL	
  %	
  Accuracy	
   actual	
  ng/mL	
  %	
  Accuracy	
  

AZA	
  T-­‐1	
   blank	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   94%	
  extract	
   3.144	
   78	
   3.12	
   73	
   3.12	
   70	
  

AZA	
  T-­‐2	
   blank	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   47%	
  extract	
   3.144	
   103	
   3.12	
   98	
   3.12	
   94	
  

AZA	
  T-­‐3	
   blank	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   23.5%	
  extract	
   3.144	
   109	
   3.12	
   98	
   3.12	
   94	
  

AZA	
  T-­‐4	
   blank	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   80%	
  extract	
   10.48	
   96	
   10.4	
   90	
   10.4	
   78	
  

AZA	
  T-­‐5	
   blank	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   40%	
  extract	
   10.48	
   109	
   10.4	
   98	
   10.4	
   89	
  

AZA	
  T-­‐6	
   blank	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   20%	
  extract	
   10.48	
   109	
   10.4	
   104	
   10.4	
   95	
  

AZA	
  T-­‐7	
   blank	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   40%	
  extract	
   5.24	
   113	
   5.2	
   102	
   5.2	
   93	
  

AZA	
  T-­‐8	
   blank	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   20%	
  extract	
   2.62	
   99	
   2.6	
   99	
   2.6	
   95	
  

AZA	
  T-­‐9	
   spiked	
  methanol	
   0%	
  extract	
   3.14	
   116	
   3.12	
   108	
   3.12	
   103	
  

AZA	
  T-­‐10	
   spiked	
  methanol	
   0%	
  extract	
   10.48	
   111	
   10.4	
   104	
   10.4	
   100	
  

AZA	
  T-­‐11	
   spiked	
  methanol	
   0%	
  extract	
   5.24	
   114	
   5.2	
   112	
   5.2	
   108	
  



Batch	
  MH3309	
  AZAs	
  

analyzed	
  3/3/2016	
  

Measured	
  concentra3ons	
  

AZA3	
   AZA1	
   AZA2	
  

sample	
  #	
   sample	
   µg/100	
  g	
  Gssue	
   µg/100	
  g	
  Gssue	
   µg/100	
  g	
  Gssue	
  

138-­‐15	
   solvent	
  blank	
   <0.16	
   <0.15	
   <0.14	
  

138-­‐16	
   solvent	
  blank	
   <0.16	
   <0.15	
   <0.14	
  

138-­‐17	
   Zero	
  Mussel	
  CRM	
   <0.16	
   <0.16	
   <0.15	
  

138-­‐18	
   spiked	
  Zero	
  Mussel	
  CRM	
   0.26	
   0.16	
   0.18	
  

138-­‐19	
   Zero	
  Mussel	
  CRM	
   <0.16	
   <0.15	
   <0.14	
  

138-­‐20	
   spiked	
  Zero	
  Mussel	
  CRM	
   0.28	
   0.17	
   0.20	
  

138-­‐21	
   WDOH	
  low	
  mussel	
   <0.15	
   <0.15	
   <0.14	
  

138-­‐22	
   WDOH	
  low	
  mussel	
   <0.16	
   <0.16	
   <0.15	
  

138-­‐23	
   Sequim	
  Bay	
  mussel	
  8/12/14	
   <0.16	
   <0.16	
   <0.15	
  

138-­‐24	
   Sequim	
  Bay	
  mussel	
  8/19/14	
   <0.15	
   <0.15	
   <0.14	
  

138-­‐25	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   0.30	
   0.26	
   0.20	
  

138-­‐26	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   0.30	
   0.27	
   0.20	
  

138-­‐15	
  PS	
   solvent	
  blank	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   1.0	
   1.1	
   1.0	
  
138-­‐16	
  PS	
   solvent	
  blank	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   1.1	
   0.95	
   0.91	
  
138-­‐17	
  PS	
   Zero	
  Mussel	
  CRM	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   0.92	
   0.49	
   0.54	
  
138-­‐19	
  PS	
   Zero	
  Mussel	
  CRM	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   0.71	
   0.49	
   0.55	
  
138-­‐21	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   0.76	
   0.64	
   0.53	
  
138-­‐22	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   0.77	
   0.69	
   0.53	
  



Batch	
  MH3309	
  AZAs	
  

analyzed	
  3/3/2016	
  

%	
  recovery	
  of	
  spiked	
  samples	
  

sample	
  #	
   sample	
   AZA3	
   AZA1	
   AZA2	
  
138-­‐18	
   spiked	
  Zero	
  Mussel	
  CRM	
   83%	
   51%	
   61%	
  
138-­‐20	
   spiked	
  Zero	
  Mussel	
  CRM	
   89%	
   54%	
   68%	
  
138-­‐25	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   95%	
   83%	
   72%	
  
138-­‐26	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   99%	
   90%	
   72%	
  
138-­‐18	
  0.5	
   spiked	
  Zero	
  Mussel	
  CRM	
   108%	
   77%	
   82%	
  
138-­‐20	
  0.5	
   spiked	
  Zero	
  Mussel	
  CRM	
   108%	
   77%	
   82%	
  
138-­‐25	
  0.5	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   115%	
   103%	
   89%	
  
138-­‐26	
  0.5	
   spiked	
  WDOH	
  low	
  mussel	
   102%	
   103%	
   89%	
  
138-­‐15	
  PS	
   solvent	
  blank	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   100%	
   103%	
   103%	
  
138-­‐16	
  PS	
   solvent	
  blank	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   102%	
   92%	
   94%	
  
138-­‐17	
  PS	
   Zero	
  Mussel	
  CRM	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   88%	
   47%	
   55%	
  
138-­‐19	
  PS	
   Zero	
  Mussel	
  CRM	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   69%	
   48%	
   57%	
  
138-­‐21	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   74%	
   63%	
   55%	
  
138-­‐22	
  PS	
   WDOH	
  low	
  mussel	
  -­‐	
  post	
  spiked	
   73%	
   66%	
   54%	
  


